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EL ANALOGO DE VASOINHIBINA VIAN-c4551 REDUCE LAS METASTASIS |
PULMONARES DE MELANOMA EN EL RATON A TRAVES DE INHIBIR LA
PERMEABILIDAD VASCULAR.

Pérez AL', Zamora M', Bahena M', Aramburo-Wiliams R' Adan-Castro E',
Granados-Carrasco D', Martinez de la Escalera G', Robles JP'?y Clapp C".

" Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM),
Querétaro, México, 2 VIAN Therapeutics, San Francisco, California, EUA.

La vasoinhibina es una proteina endégena que inhibe la proliferacion y permeabilidad
de los vasos sanguineos bajo condiciones fisioldgicas y patolégicas. VIAN-c4551 es
un heptapéptido ciclico analogo de la vasoinhibina que conserva su capacidad para
inhibir el crecimiento y la vascularizacién de tumores de melanoma en el raton. Dado
que las células de melanoma estimulan la vasopermeabilidad necesaria para su
extravasacion en la metastasis y que VIAN-c4551 inhibe la vasopermeabilidad,
evaluamos si VIAN-c4551 inhibe las metastasis de melanoma. Ratones C57BL/6
fueron inyectados por via intravenosa (i.v.) con VIAN-c4551 treinta minutos antes de
la inoculacion i.v. de la linea celular de melanoma murino B16-F10. Dos horas
después, se evaluaron la vasopermeabilidad pulmonar (ensayo azul de Evans), los
niveles circulantes del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la
extravasacion de las células B16-F10 en el pulmén. Otros animales se sacrificaron 17
dias después del VIAN-c4551 y la inoculacion celular para analizar los nédulos
metastasicos pulmonares. Las células B16-F10 elevaron los niveles circulantes de
VEGEF y la vasopermeabilidad pulmonar. VIAN-c4551 no modificé al VEGF circulante,
pero inhibié la vasopermeabilidad, redujo la extravasacion de células tumorales y
disminuyd el nUmero y tamano de los nédulos pulmonares. Consistentemente, VIAN-
c4551 bloqued el efecto estimulatorio de las células B16-F10 sobre la permeabilidad
de una monocapa de células endoteliales (determinada mediante la resistencia
eléctrica transendotelial) y redujo la migracion transendotelial tumoral. No se
observaron efectos adversos de VIAN-c4551 sobre parametros hematoldgicos,
bioguimicos e histoldgicos posteriores a su inyeccion i.v. diaria durante 14 dias en
ratones sanos. En conclusion, VIAN-c4551 reduce las metastasis pulmonares de
melanoma a través de inhibir la vasopermeabilidad requerida para la extravasacion
tumoral. Estos hallazgos apoyan la inhibicion de la vasopermeabilidad como
estrategia terapéutica para la prevencion de las metastasis y el uso de VIAN-c4551
como un posible agente anticancerigeno seguro.
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ALTERACIONES OLFATORIAS EN UN MODELO MURINO DE DANO RENAL

Vinuela-Berni, V., Hernandez-Lara J, Carbajo Mata, M.A., Morales, T., Corona, R*.

Laboratorio de Neuroanatomia Funcional y Neuroendocrinologia, Instituto de
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La enfermedad renal (ER) se caracteriza por anomalias funcionales y estructurales
de los rifiones. Los pacientes con ER experimentan alteraciones olfatorias que afectan
su calidad de vida y pueden llevar a una conducta alimentaria desequilibrada
alterando el metabolismo. En este trabajo, se utiliz6 un modelo de ER en ratones
hembra C57BL/6J, mediante la administracion de adenina (50 mg/kg, n=12). Para
evaluar las alteraciones olfatorias en este modelo, empleamos cuatro pruebas: umbral
olfatorio (PUQ), habituacion/deshabituacion (PHD), alimento enterrado (PAE) y
preferencia olfatoria de alimento (PPOA). Estas pruebas evaluaron la capacidad para
detectar (sensibilidad-PUO vy localizar alimentos-PAE mediante sefiales olfativas),
diferenciar olores (memoria y discriminacién-PHD) y su preferencia (PPOA). Las
pruebas se realizaron antes del tratamiento con adenina y 4, 6 y 8 semanas después.
Antes del tratamiento con adenina, todas las hembras mostraron una funcion olfatoria
intacta. Cuatro semanas después del tratamiento con adenina, los ratones mostraron
disminucion en la sensibilidad olfatoria (PUO), ademas mostraron menor rendimiento
en la PHD y ambas se acentuaron con el paso del tiempo (8 semanas). En cuanto a
PAE, a las 8 semanas del tratamiento con adenina, los ratones mostraron disminucion
en el tiempo para descubrir el alimento enterrado. Interesantemente, a las 4 y 6
semanas después del tratamiento con adenina, los ratones con ER pasaron mas
tiempo comiendo el alimento enterrado. En la PPOA, a las 4, 6 y 8 semanas después
del tratamiento, ningun grupo mostré preferencia olfatoria por el alimento. Ademas,
encontramos que el porcentaje del tiempo total de exploracién dedicado a cada
estimulo de alimento disminuy6 en los ratones con ER. Nuestros datos indican que el
tratamiento con adenina altera la funcion olfatoria, modulando los procesos de
deteccion y alterando la memoria y la discriminacion. Se necesitan mas experimentos
para comprender mejor las alteraciones olfatorias en el modelo de ER.
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LA PROLACTINA MITIGA EL DANO OXIDATIVO HIPOCAMPAL INDUCIDO POR
LA DIABETES

Macias F', Ulloa M", Clapp C', Martinez de la Escalera G', Arnold E'2.
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La diabetes mellitus (DM) se ha relacionado con el deterioro cognitivo y la demencia.
Estas complicaciones surgen, en parte, del estrés oxidante crénico inducido por la
hiperglucemia, lo que contribuye a la neurodegeneracién hipocampal. La hormona
adenohipofisiaria prolactina (PRL) ha demostrado su capacidad para proteger a las
neuronas hipocampales del estrés oxidante in vitro, modulando la expresién de
enzimas reguladoras del estado redox como la NOX4. El objetivo de este estudio fue
determinar si la PRL atenua el estrés oxidante inducido por la DM en el hipocampo.
Se emplearon dos modelos experimentales: ratas macho Wistar con DM inducida por
estreptozotocina (STZ), a las que se les administr6 PRL mediante bombas osméticas
subcutaneas implantadas a las catorce semanas post-induccién y sacrificadas dos
semanas después; y ratones C57BL/6 machos y hembras, carentes del receptor de
la PRL (PRLR), también tratados con STZ y sacrificados 12 semanas post-induccion.
Los hipocampos de ambos grupos fueron analizados mediante ensayos bioquimicos
y RT-gPCR. Los resultados revelaron que la administracion de la PRL a ratas
diabéticas incrementd la capacidad antioxidante total del hipocampo, disminuyé la
lipoperoxidacion y la carbonilacion proteica, y elevd la actividad de la glutation
peroxidasa. La expresion de Sod1, Sod2, Gpx1 y Nox4 no mostr6 cambios
significativos. En concordancia, la ausencia del PRLR en ratones diabéticos
disminuyd la capacidad antioxidante y exacerbd la oxidacion de lipidos y proteinas,
independientemente del sexo. Estos hallazgos demuestran que la PRL actua como
un factor neuroprotector enddégeno en el hipocampo diabético y la posiciona como un
potencial blanco terapéutico para contrarrestar las  complicaciones
neurodegenerativas asociadas a la DM.
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EFECTO DE LA ANEMIA SOBRE EL DANO EN ISQUEMIA-REPERFUSION INTESTINAL EN RATAS
WISTAR
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Torres Govea GR', Silva-Flores PG', Guzman-de la Garza FJ'?
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La isquemia-reperfusion (IR) intestinal genera dafio tisular severo por estrés oxidativo
e inflamaciéon tras la interrupcion vy restauracion del flujo sanguineo. El
preacondicionamiento isquémico ha demostrado ser una estrategia efectiva para
reducir este dafio. Este estudio evalua si la anemia, como estado hipoxico sostenido,
puede funcionar como medida de preacondicionamiento ante una lesiéon por
isquemia-reperfusion.

Se utilizaron 18 ratas Wistar hembra, distribuidas en tres grupos: control (sham), dafio
(IR), y anemia+dafo (anemia + IR). La anemia se indujo mediante sangria de la cola
durante tres dias hasta alcanzar un hematocrito menor a 30%. El modelo de IR
intestinal consistio en 30 minutos de isquemia realizando clampaje de la arteria
mesentérica craneal, seguidos de 180 minutos de reperfusion. Se analizaran
marcadores séricos de dano y dafio histopatologico segun la escala de Chiu. Se
plantea que el ambiente hipdxico inducido por anemia podria activar rutas protectoras,
similares a la del HIF-1a, reduciendo asi el dafio intestinal.

Resultados

Durante los dias de sangrado para inducir la anemia, se observa una diferencia de
porcentaje de hematocrito entre el dia 1 y dia 4 (p < 0.05).

Los niveles de ALB y TP fueron significativamente mas bajos en anemia + IR e IR, en
comparacion con sham (p < 0.005).

Los niveles de ALT fueron significativamente mas bajos en anemia + IR en
comparacion con IR (p < 0.05).

El grupo IR mostré disminucion significativa en los niveles de calcio en comparacion
con el grupo sham (p < 0.05), mientras que Anemia + IR no presentd diferencias
significativas.

Ademas, se realizaron mediciones de GLU, ALP, CPK, LAC, BUN, CREA, tCO2, Na,
Ky Cl, en las cuales no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos.

Conclusiones

El estado hipdxico ocasionado por la anemia funciona como un método protector ante
la lesion de isquemia reperfusion, lo ucal se demuestra con unca disminucion
significativa de marcadores de dafio tisular. Asi mismo, de acuerdo con la escala de
Chiu, se observa un dafo histopatolégico menor en el grupo anemia en comparacion
con el grupo IR.
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IMPACTO DEL ESTILO DE VIDA MODERNO EN LA SALUD CIRCADIANA Y SU CONTRIBUCION
A LA ADIPOGENESIS Y AL RIESGO DE CANCER

Dobrovinskaya O', Alamilla Génzales JF??, Olivas-Aguirre MA®*
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El estilo de vida moderno ha alterado profundamente la fisiologia de los ritmos
bioldgicos. La exposiciéon crénica a luz artificial, el trabajo nocturno y los patrones
dietéticos irregulares afectan al reloj circadiano central, desregulando la secrecién de
cortisol y melatonina, hormonas clave para la homeostasis metabdlica, inmunoldgica
y endocrina. En este trabajo, analizamos cémo estas alteraciones hormonales
inducen respuestas fisiolégicas que promueven la adipogénesis y remodelan el
microambiente tumoral, creando nichos favorables para la evasion inmunitaria y el
crecimiento del cancer.

Mediante una revisién critica de estudios con datos cuantitativos sobre disrupcion
circadiana, demostramos que el aumento sostenido de cortisol —producto de
estimulos conductuales y ambientales actuales— actua como senal proadipogénica
sobre células madre mesenquimales, favoreciendo su diferenciacién hacia adipocitos.
Esta transformacion tisular genera depdsitos grasos funcionales que interfieren con
la farmacocinética de agentes quimioterapéuticos y secretan moléculas bioactivas
que promueven la progresion tumoral.

Simultaneamente, abordamos cémo la inhibicion de la sintesis de melatonina por la
luz nocturna disminuye su efecto antioxidante, inmunomodulador y antitumoral. Dado
que esta hormona también participa en la regulacion de la adipogénesis, su
disminucion facilita la formacién de entornos metabdlicamente alterados que
benefician al desarrollo tumoral.

Estos hallazgos integran mecanismos fisioldgicos centrales en la interaccion entre el
sistema circadiano, el metabolismo lipidico y la biologia del cancer. Proponemos que
la restauracion de ritmos hormonales fisioldgicos —incluyendo el uso potencial de
melatonina como adyuvante— representa una via prometedora para prevenir
alteraciones metabdlicas y reducir el riesgo oncologico asociado al estilo de vida
contemporaneo.

Agradecimientos: Secretaria de Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacion
(SECIHTI; Proyecto 4354 para OAMA y CBF-2023-2024-3517 para AGJF);
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LA VASOINHIBINA ACTUA DIRECTAMENTE SOBRE LAS CELULAS DE CANCER PARA INHIBIR
SU PROLIFERACION E INVASION INDUCIDAS POR TROMBINA

Zamora M', Robles JP', Pérez AL, Martinez de la Escalera G', and Clapp C'
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La trombina es una proteasa multifuncional que, ademas de promover la coagulacion
sanguinea y la reparacion tisular, estimula el crecimiento, la invasion y la metastasis
tumoral. Recientemente mostramos que la trombina corta a la hormona prolactina a
vasoinhibina, un fragmento de la prolactina con propiedades antiangiogénicas y
profibrinoliticas y propusimos que la vasoinhibina generada por trombina, podria
regular la hemostasia y la angiogénesis en respuesta al dafo tisular. Sin embargo, la
interaccion funcional entre la trombina y la vasoinhibina también puede influir sobre el
crecimiento tumoral. En este estudio mostramos que la vasoinhibina actua
directamente sobre cultivos de lineas celulares de cancer (melanoma, préstata y
mama) inhibiendo su proliferaciéon e invasion estimuladas por trombina. De manera
relevante, la vasoinhibina bloqueé la invasién inducida por un agonista especifico del
receptor de trombina PAR1 (receptor acivado por proteasa 1) y este efecto fue
comparable al del vorapaxar (inhibidor farmacolégico del PAR1), lo que sugiere que
la vasoinhibina actua en las células tumorales a través de interfir con la sefializacion
de PAR1 activado por trombina. Ademas, células de melanoma incubadas con
trombina y vasoinhibina e inoculadas endovenosamente en el raton generaron menos
metastasis pulmonares que cuando la incubacion fue en ausencia de la vasoinhibina.
Si bien se sabia que la vasoinhibina inhibe el crecimiento tumoral a través de sus
propiedades antiangiogénicas, este es el primer reporte que demuestra una accién
directa de la vasoinhibina sobre la proliferaciéon e invasion de las células de cancer.
Los efectos inhibitorios vasculares y no vasculares de la vasoinhibina sobre el cancer
apoyan el potencial terapéutico del péptido analogo de la vasoinhibina, VIAN-c4551,
recientemente desarrollado para su uso clinico.

Agradecimientos: PAPIIT-DGAPA-UNAM (proyecto IN202424). MZ es investigadora
posdoctoral por México, SECIHTI (CVU 768182). Agradecemos el apoyo técnico de
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LA EXPOSICION AL BISFENOL-A SE RELACIONA CON MARCADORES DE DANO
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La cardiopatia coronaria es la principal causa de muerte a nivel mundial y en México. Su
desarrollo implica la pérdida de elasticidad arterial, formacion de placas ateroscleréticas y
reduccién del flujo sanguineo, lo que conduce a isquemia y necrosis del tejido cardiaco y
finalmente infarto agudo de miocardio. El bisfenol-A (BPA) es un disruptor endocrino
utilizado en la industria plastica con efectos cardiovasculares negativos en modelos
experimentales, no obstante, el rol de contaminantes ambientales en la progresion de la
enfermedad ha sido poco evaluado en poblaciones humanas. Nuestro estudio analizo la
relacion entre los niveles de BPA y dafio vascular en 89 pacientes mexicanos con y sin
enfermedad coronaria obstructiva (78/11) mediante el estudio del perfil clinico e
imagenoldégico del paciente (historia clinica y angiografia coronaria), inmunocuantificacion
de MMP2, MMP9 y VCAM-1 en plasma y BPA en orina. Las variables fueron analizadas
mediante pruebas de correlacion de Spearman, ANOVA-1 via y t de Student, el modelo de
regresion lineal multiple fue de tipo Enter en las variables significativas (p<0.05). Los
resultados mostraron niveles mayores de BPA en pacientes con enfermedad obstructiva y
se determind una correlacion positiva entre la concentracion de BPA y el numero de
segmentos arteriales enfermos, el riesgo de muerte cardiaca y la presencia de MMP-2 y
MMP-9, relacionados con remodelacion vascular y formacion de placas de colesterol. Se
detectd una disminucién de los niveles de colesterol de alta densidad (cHDL) en pacientes
con mayores concentraciones de BPA. Mientras que reduccion de cHDL, incremento de
MMP-2, VCAM-1 y altos niveles de BPA se asocian con un mayor numero de segmentos
arteriales afectados por placas ateroscleroticas. Nuestros hallazgos sugieren que el BPA
podria actuar como un factor de riesgo emergente para el desarrollo y progresion de la
enfermedad coronaria en poblaciones vulnerables.
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EFECTOS DE LA GH Y GnRH EN DANO RETINAL Y DEL NERVIO OPTICO EN RATAS
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El modelo de aplastamiento del nervio éptico (ONC) es ampliamente utilizado para estudiar
neuroproteccion y neuroregeneracion. La hormona del crecimiento (GH) y la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) ejercen efectos neuroprotectores en varios modelos
en vertebrados. Este estudio evalud sus efectos individuales o combinados (G+G) sobre
marcadores neuroinflamatorios, expresion de factores neurotréficos e integridad axonal en
ratas ovariectomizadas con ONC. Los tratamientos iniciaron 24 h post-lesion y se
mantuvieron durante 14 dias (GH: 0.075 mg/kg/12h; GnRH: 0.06 mg/kg/12h). Se analizo la
expresion génica en retina mediante gqPCR, la estructura del nervio Ooptico por
inmunohistoquimica (IHQ) y la integridad axonal distal mediante resonancia magnética
ponderada a difusién (DWI-MRI). La expresion génica reveldé aumento de Tnf-a tras ONC,
con tendencia a disminuir en todos los grupos tratados. IL-1B e IL-6 disminuyeron
significativamente solo en el grupo G+G. Vimentina se elevé con ONC y disminuy6 con GH.
CD86 y CD206 se redujeron unicamente en G+G. IGF1 aumentd en todos los grupos, y
mas notoriamente con GH. NT-3 permanecio elevado en ONC, GH y G+G; NGF aumento
con ONC y se normalizé con GH y G+G. Neuroliguina-1 y Neurexina-1 aumentaron en todos
los tratamientos. SNAP25, disminuido por ONC, se recuperé fuertemente con los
tratamientos. La IHQ mostré axones GAP-43+ ausentes tras el ONC, pero restaurados
parcialmente con GH. GnRH o G+G no promovieron regeneracion axonal. La
inmunorreactividad a MBP disminuyé con ONC y se recuperé parcialmente con GH. La
DWI-MRI mostré disminucién en anisotropia fraccional y aumento en difusividad media tras
ONC, sin recuperacion evidente en ningun grupo tratado. Estos hallazgos sugieren que GH
modula la inflamacion y la sefalizacion neurotréfica, y preserva parcialmente la integridad
axonal, mientras que GnRH solo o con GH tiene un efecto protector limitado. La
neuroproteccion inducida por GH parece restringirse a la region proximal del nervio 6ptico.
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“EFECTO DEL BEPRIDIL EN LA CORRIENTE DE K* Y LA VELOCIDAD DE CIERRE DEL CANAL
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El Kv10.1 es un canal de K* cuya expresion ectépica esta invariablemente asociada
a canceres humanos, mas aun, su sola expresion determina un fenotipo celular
canceroso. Adicionalmente presenta propiedades biofisicas distintas a los canales
canonicos de K* (tipo Shaker). Debido a la relevancia de estos dos factores, nuestro
laboratorio ha estudiado al Kv10.1 siguiendo un enfoque biofisico-farmacoldgico.
Particularmente, en este trabajo utilizamos el farmaco Bepridil (Bep), que tiene
propiedades antianginosas, antiarritmicas y antihipertensivas, con el objetivo de
describir su posible interaccién con el Kv10.1.

En células Hek con expresion estable de Kv10.1 y utilizando el método de patch-
clamp bajo la configuracién whole-cell, mostramos que [Bep]=10 uM bloquea Ik ~80-
90%. Este efecto es dependiente de voltaje y provoca un corrimiento de la curva de
activacion hacia potenciales mas negativos en ~20 mV, sin afectar la velocidad de
cierre del poro. Bep es un bloqueador puro del poro que de manera interesante no
modifica la velocidad de cierre del canal, es decir no afecta el gating de Kv10.1. Estos
datos experimentales junto con otros resultados publicados por nuestro laboratorio
(e.g. Gomez-Lagunas et al, 2017; Meléndez et al, 2020; Gémez-Lagunas et al, 2024),
confirman los datos estructurales que indican que el poro y el mecanismo de
activacion de Kv10.1 es distinto al de los canales canonicos.

Los efectos de Bep sobre Kv10.1 lo posicionan como un farmaco potencial para el
desarrollo de terapias contra procesos oncogénicos en seres humanos, en donde
Kv10.1 seria un blanco molecular.
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INTESTINAL EN UN MODELO MURINO DE DT2
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La disfuncién gastrointestinal diabética es una complicacién comun en pacientes
cronicos y con una hiperglucemia mal controlada, a menudo asociada con una
morbilidad considerable. Los mecanismos celulares que subyacen a los trastornos
gastrointestinales aun no se comprenden completamente. En el presente estudio, se
evaluo si las alteraciones en la excitabilidad de las neuronas mientéricas contribuyen
a la disfuncion intestinal diabética. Se desarrollé un modelo murino de diabetes tipo 2
(DT2) mediante la administracion de una dieta tipo cafeteria durante 21 semanas y
una inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ). La hiperglucemia y la
resistencia a la insulina se confirmaron mediante pruebas de tolerancia a la glucosa
e insulina. La contractilidad intestinal se evalué en un bafio de 6rgano aislado, y las
propiedades biofisicas neuronales se midieron mediante registros de Patch Clamp. El
colon de ratones con DT2 presenté una disminucion en la amplitud de la fuerza y
frecuencia de las contracciones fasicas. Las neuronas mientéricas de estos animales
presentaron una excitabilidad reducida, con un aumento significativo del 41% en la
reobase (corriente minima para disparar un potencial de accion). La incubacion de
neuronas mientéricas con sobrenadantes de biopsias de colon de ratones con DT2
también presentaron reobases significativamente mayores en comparacion con las
control. Se observé un disminucién significativa de las corrientes de sodio totales
dependientes de voltaje (INaV) en neuronas mientéricas expuestas a sobrenadantes
de ratones con DT2. La disminucion en la excitabilidad neuronal y la reduccion de las
(INav) en neuronas mientéricas podrian explicar, en parte, la dismotilidad coldnica
asociada a la DT2.

Agradecimientos: Este estudio recibié el apoyo de SECIHTI mediante la subvencion
numero CF-2019/21854 y UAA-PIFF23-1.
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AMPK MODULA LOS EFECTOS DE LA LEPTINA SOBRE CANALES BK'Y
LA EXCITABILIDAD NEURONAL EN EL HIPOCAMPO

Ricardo Esquivel-Garcia'; Jorge Bravo-Martinez'; Karina Bermeo'; Isabel Arenas’;
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La leptina, una adipocina clave en la regulacion del metabolismo energético, también
modula la excitabilidad neuronal mediante sus acciones sobre los canales BK. Sin
embargo, los mecanismos intracelulares que median estos efectos aun se
desconocen. La proteina cinasa activada por AMP (AMPK), un sensor central del
estado energético celular, tiene un papel clave en esta regulaciéon. En este estudio
realizamos registros de fijacion de voltaje en configuracion de célula completa en
neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo, en rebanadas agudas.
Observamos que la activacion de AMPK con AICAR inhibié las corrientes de los
canales BK, mientras que su inhibicién con compuesto C potencié dicha activacién.
La aplicacion de leptina incrementd significativamente las corrientes BK y redujo el
ancho del potencial de accién y la amplitud de la poshiperpolarizacion (AHP), efectos
consistentes con un aumento en la funciéon de los canales BK. Estos efectos se
abolieron por la activacion de AMPK y se potenciaron por su inhibicién, lo que indica
que AMPK regula negativamente la accién de la leptina sobre la excitabilidad
neuronal. Dado que laregién de CA1 es esencial para la consolidacion de la memoria,
estos resultados sugieren que la via leptina—AMPK-BK es un eje que participa en la
integracion de las sefiales metabdlicas con los mecanismos de plasticidad sinaptica
dependientes de cambios en la excitabilidad. Este trabajo propone un mecanismo
novedoso mediante el cual las senales metabdlicas modulan directamente las
propiedades de disparo neuronal en el hipocampo. De esta forma, abre una nueva
linea de investigacion al establecer un vinculo entre el metabolismo cerebral y las
funciones cognitivas.

Apoyado por UNAM-DGAPA-PAPIIT: IN210325
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SINTESIS Y EVALUACION ANTIGLUTAMATERGICA DE COMPUESTOS DE
ORGANOBORO ANALOGOS A QUINURENINAS
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La sobreactivaciéon de los receptores glutamatérgicos esta presente en distintas
patologias del sistema nervioso central, donde provoca dafio o muerte neuronal
mediante un proceso conocido como excitotoxicidad. Para tratar de mitigar este dafio
se propone la sintesis, caracterizacién y evaluacién de compuestos de organoboro
conocidos como 2,2-difeniloxazaborolonas (OAB), que son derivados de los
metabolitos de la via de las quinureninas, como posibles neuroprotectores con efecto
antiglutamatérgico. Los derivados del acido quinolinico (AQ-OAB), un derivado de su
isémero, el acido lutidinico (AL-OAB), y el acido picolinico (AP-OAB), mostraron
caracteristicas farmacocinéticas favorables en estudios in silico asi como selectividad
y alta afinidad por los receptores mGIuR1-2 y mGIuR7 en el acoplamiento molecular.
En modelo murino se estimé la dosis letal media (DLso) de AQ-OAB, AL-OAB y AP-
OAB por el método de Lorke modificado, siendo de 133.60, 243.34 y 133.60 mg/kg,
respectivamente. Asimismo, las tres OAB disminuyen la severidad de las
convulsiones y aumentan la distancia recorrida en una prueba de campo abierto al
antagonizar el efecto excitotoxico del AQ en el modelo murino de neurotoxicidad
excitatoria.
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LA SENALIZACION GABAERGICA COMO PROMOTOR CLAVE EN LA DIFERENCIACION Y
PROLIFERACION DEL LINAJE OLIGODENDROGLIAL
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La comunicacion gabaérgica representa el principal sistema neuroquimico inhibitorio
del Sistema Nervioso, y esta mediada principalmente por la activacion de los
receptores GABAA (GABAAR), canales idnicos pentaméricos permeables al Cl~, y por
los receptores metabotropicos GABAs. Durante la diferenciacion de los
oligodendrocitos (OL) a partir de sus precursores (OPC), la expresion de los GABAAR
es modulada por la interaccion con las neuronas, lo cual sugiere una funcion relevante
de la sefializacion gabaérgica tanto en la oligodendrogénesis como posiblemente en
la mielinogénesis. En nuestro grupo, se identificd que el receptor GABAa expresado
predominante en OL esta conformado por las subunidades a3B2y1. Para determinar
su funcion, se realiz6 el silenciamiento de estas subunidades in vitro, esta intervencion
resultd en una inhibicidon marcada de la diferenciacién de OPCs hacia OLs maduros.
El efecto inhibitorio también se observé al tratar las OPCs con los antagonistas
clasicos de los GABAaR: gabazina y bicuculina. Aunado a esto, se observo que la
estimulacion de las OPCs con moduladores alostéricos positivos de los GABAAR: B-
CCB, B-CCE y ganaxolona, aumentd la proliferacion de ellas en condiciones in vitro.
Los resultados obtenidos indican que la activacién autocrina/paracrina de los GABAAR
es esencial para la progresion del linaje oligodendroglial hacia fenotipos mielinizantes.
Estos hallazgos muestran que la sefalizacion gabaérgica, tradicionalmente
considerada exclusiva de la neurotransmision neuronal, también juega un papel
critico en la diferenciacion de las células gliales. La comprension de los mecanismos
especificos implicados en este proceso ofrece una herramienta fundamental para el
control de la mielinizacién para su posible uso terapéutico en enfermedades
desmielinizantes.

Agradecemos la asistencia técnica de Elsa Nydia Hernandez Rios, José Martin
Garcia Servin, Alejandra Castilla Leén, Maria A. Carbajo Mata, Maria Eugenia Ramos
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DISTRIBUCION DEL SISTEMA SEROTONINERGICO EN LAS CELULAS DE LOS FOLICULOS
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El desarrollo postnatal del ovario de la rata implica cambios en la proporcién de los
foliculos ovaricos y la delimitacion de la zona medular y cortical, lo que le permite
cumplir con sus funciones. Estos cambios, son regulados por sefales endocrinas y
paracrinas. Anteriormente, se ha descrito la existencia de un sistema serotoninérgico
local en ovarios de roedores adultos. La alteracion de este sistema, durante la etapa
juvenil, resulta en un incremento del numero de foliculos medianos atrésicos y de la
concentracion de estradiol en el suero. Considerando que no se ha descrito como se
distribuyen los componentes del sistema serotoninérgico en los ovarios de ratas en
esta etapa, en el presente estudio realizamos el analisis de la distribucion de la
serotonina (5-HT), las enzimas ftriptéfano hidroxilasa (TPH) 1 y 2, la
monoaminooxidasa-A (MAO-A), el transportador membranal de 5-HT (SERT) y el
receptor 5-HT; en ovarios de ratas de 30 dias de edad por medio de
inmunofluoresecencia. Los foliculos ovaricos se clasificaron de acuerdo con su
desarrollo en: primordiales, primarios, secundarios, antrales tempranos y antrales,
ademas, se subclasificaron en funcién del tipo de célula folicular en la que se
identificaron los componentes mencionados. Los elementos evaluados fueron
observados en un gran porcentaje de foliculos en todas las etapas del desarrollo. En
cuanto a su distribucion, en los foliculos primordiales y primarios los componentes se
presentaron principalmente en el ovocito, mientras que en los foliculos mas
desarrollados lo hicieron mayormente en las células de la granulosa y la teca.
Concluimos que, a los 30 dias, el sistema serotoninérgico se distribuye ampliamente
en foliculos en todas las etapas del desarrollo. Ademas, el tipo de células en las que
se presentan los componentes del sistema depende de la etapa del desarrollo
folicular.

Trabajo apoyado por el programa de Estancias Posdoctorales por México de la
Secretaria de Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacion (SECIHTI), Becaria
posdoctoral Jessica Romero Reyes
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La maduracién sexual depende de la activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y
de la consecuente cascada de sefalizacion hormonal. En esta etapa, los ovarios
contienen una poblacion folicular heterogénea que va desde los primordiales hasta
los preovulatorios. En ovarios murinos maduros, se ha descrito un sistema
serotoninérgico local que participa en la regulacion de la supervivencia de los
foliculos, de la esteroidogénesis y del mantenimiento del arresto meidtico del
ovocito. No obstante, la ubicacion particular de los componentes de este sistema en
las células de los foliculos ovaricos durante la etapa puberal no se ha descrito. Para
esclarecer esto, se identific6 a la serotonina (5-HT), ambas isoformas de la
triptofano-hidroxilasa  (TPH1/2), el transportador de 5-HT (SERT), Ia
monoaminooxidasa-A  (MAO-A) 'y el receptor 7 (HTR7) mediante
inmunofluorescencias en los ovarios de ratas en su primer estro vaginal. Los
foliculos ovaricos se clasificaron por su estadio de desarrollo en: primordiales,
primarios, secundarios, antrales tempranos, antrales tardios y preovulatorios.
También se subclasificaron por tipo celular inmunorreactivo (IR), ya sea en el
ovocito, la granulosa o la teca. Para todos los componentes, la IR fue mayor en los
ovocitos que en las células de la granulosa o teca de los foliculos en los estadios
mas tempranos del desarrollo. En contraste, conforme avanza el grado de
desarrollo, la mayor IR se observo en las células de la granulosa. Esta tendencia se
repitid en las células de la teca para la TPH1, SERT, MAO-A y HTR7, sin embargo,
en el caso de la 5-HT y TPH2, no hubo un patrén definido. En conclusion, todos los
componentes evaluados se encuentran en los distintos tipos de foliculos presentes
en esta etapa, pero su distribucion dentro de los foliculos depende del estadio del
desarrollo folicular.

Trabajo apoyado por el programa de Estancias Posdoctorales por México de la
Secretaria de Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacion (SECIHTI), Becaria
posdoctoral Jessica Romero Reyes
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EN EL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO, LOS RECEPTORES COLINERGICOS M3, PERO NO LOS
M2, SON ESCENCIALES PARA LA REGULACION DE LAS FUNCIONES OVARICAS.
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El ndcleo supraquiasmatico (SCN) es una estructura bilateral del hipotalamo,
considerada el marcapasos central de los ritmos circadianos en los mamiferos. Las
neuronas que lo conforman expresan los cinco subtipos de receptores muscarinicos
para la acetilcolina (M1-M5). En la mafana del proestro, el bloqueo farmacoldgico no
selectivo de los M1-M5 del SCN, inhibe la secrecion preovulatoria de la hormona
luteinizante (LH) y resulta en anovulacion, lo que permitié sugerir que el SCN recibe
una sefal neural de tipo colinérgica que modula la secrecién de la hormona liberadora
de las gonadotropinas y por lo tanto de la LH. Sin embargo, se desconoce cual es el
subtipo de receptor que media dicho efecto. Dado que los receptores M2 y M3 son
los mas abundantes en el SCN y estan acoplados a proteinas G inhibitorias y
estimulantes, respectivamente, en el presente trabajo se analizé su participacion en
la regulacion de las funciones ovaricas. Para ello, a las 09:00 h del proestro se
bloqueé la accién de los receptores M2 (con metoctramina; 0.3uL/16uM) o M3 (con
darifenacina; 0.3uL/10uM) en el hemisferio izquierdo o derecho del SCN. Al estro
vaginal posterior a la cirugia, se analizd el porcentaje de animales ovulantes, el
numero de ovocitos liberados y las concentraciones séricas de estradiol vy
progesterona. El bloqueo de los receptores M2 no alterd la respuesta ovulatoria ni las
concentraciones de hormonas esteroides. En contraste, la inhibicion de los receptores
M3 resulté en la disminucion del porcentaje de animales ovulantes, del numero de
ovocitos liberados y de la concentracion sérica de estradiol. Por tanto, sugerimos que
durante la mafana del proestro, los receptores muscarinicos M3 del SCN participan
de manera estimulante en la regulacién de las funciones ovaricas, mientras que los
receptores M2 no parecen desempefiar un papel relevante en este proceso.

Este estudio conto con el apoyo de PAPIIT-DGAPA con numero de clave IN204225
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The central lateral (CL) thalamic nucleus, part of the rostral intralaminar nuclei, is
typically associated with functions such as arousal, pain modulation, and sensory
processing. Although CL also projects to both cortical and subcortical motor-related
areas, its specific role in motor control remains unclear. The aim of this study is to
investigate the involvement of CL in the execution of bilaterally coordinated
movements. To this end, we first examined potential functional interactions between
CL and the secondary motor cortex (M2). Using optogenetic stimulation combined with
high-density extracellular recordings in anesthetized rats, we found that CL activation
elicited robust responses in a large proportion of M2 neurons. To assess the
behavioral consequences of CL manipulation, we trained rats in a bilateral forelimb
coordination task and applied unilateral or bilateral optogenetic stimulation of CL
during the execution of overtrained movements. Preliminary analyses indicate that
photostimulation affects both bilateral and unilateral aspects of motor performance.
Ongoing and future experiments aim to further elucidate the contribution of CL to the
execution of bilaterally coordinated movements.
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EFECTO DE LA INACTIVACION FARMACOLOGICA DEL NUCLEO DORSOMEDIAL
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En las hembras de los mamiferos, la ovulacion es desencadenada por el pico
preovulatorio de las gonadotropinas hipofisiarias, el cual ocurre durante la tarde del
proestro, en respuesta la secrecion fasica de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) desde el hipotalamo. Este, a su vez, es estimulado por la alta
concentracion de estradiol circulante, no obstante, el estradiol no actua directamente
sobre las neuronas de la GnRH, sino sobre estructuras de relevo que si expresan los
receptores necesarios. Dentro de dichas estructuras, se encuentra el hipotalamo
dorsomedial (DMH), cuyas neuronas inervan a las neuronas de la GnRH e inhiben su
secrecion por medio del péptido 3 relacionado con la familia RFamida. Hemos
demostrado con anterioridad que las sefales generadas en otras estructuras del
hipotalamo, como los nucleos supraquiasmatico y arqueado, y el area rostral-
periventricular, durante la tarde de cada etapa del ciclo estral son necesarias para
que el animal ovule. El objetivo de este estudio es dilucidar si las sefiales generadas
por el DMH también son necesarias para desencadenar la ovulacién. Para ello, ratas
hembra adultas y ciclicas de la cepa CIlIZ-V fueron implantadas con canulas
bilaterales dirigidas al DMH. Tras la recuperacion de la cirugia, fueron
microinyectadas con 200 nL de liquido cefalorraquideo artificial (ACSF; vehiculo), o
citrato de tetrodotoxina (TTX), a las 14:00 horas del proestro o metaestro. Se
monitoreo la progresion del ciclo estral de los animales hasta que fueron sacrificados
en el estro predicho para evaluar la ovulacion. Adicionalmente, se sacrificé un grupo
intacto en el estro vaginal, que sirvié como control absoluto. El bloqueo de la actividad
eléctrica del DMH a las 14:00 horas resulté en el bloqueo de la ovulacién en cerca del
90% de los animales, independientemente de la etapa de tratamiento. Por otro lado,
solo los animales tratados en el metaestro mostraron alteraciones en la ciclicidad
estral. Nuestros resultados nos permiten concluir que, durante la tarde del proestro y
el metaestro, la informacion neural generada en el DMH es necesaria para la correcta
regulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario.
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El hipotiroidismo congénito (HC) es la deficiencia de hormonas tiroideas (HTs) al
nacimiento. A pesar del tratamiento con levotiroxina (L-T4), los infantes con HC
presentan menor coeficiente intelectual, déficit cognitivo y motor. Mdltiples factores
se asocian con las secuelas neuropsicoldgicas en estos nifios, entre ellos se
considera la posibilidad de que dichas alteraciones estén relacionadas con defectos
en el transporte de la L-T4 desde la periferia al cerebro, en el metabolismo in situ de
las HTs o en la capacidad de respuesta bioldgica, lo cual se denomina
hiposensibilidad a las HTs (HHT). El objetivo del presente trabajo fue determinar las
alteraciones en la expresion de las moléculas encargadas del transporte, el
metabolismo y la respuesta biolégica de las HTs en el cerebelo, el hipocampo y la
corteza cerebral de ratas neonatales con HC.

Se emplearon crias de rata Wistar en tres grupos experimentales: 1) Control; 2)
Hipotiroidismo congénito severo (HC-sev, HC inducido con metimazol) e 3)
Hipotiroidismo congénito moderado (HC-mod, HC inducido con metimazol y L-T.). El
modelo se validé determinando el peso corporal, el peso relativo de la glandula
tiroides y los niveles séricos totales de T., T.y TSH. Para determinar un posible estado
de HHT, se cuantificé la expresion del mMRNA de los transportadores Mct8'y Oatp1cT;
de las enzimas Dio2 y Dio3; y de los receptores Tralfa, Trbeta y Rxra en el cerebelo,
hipocampo y corteza cerebral, empleando qRT-PCR. La evaluacién del estado
tiroideo confirmo un estado de HC con dos grados de severidad en las crias. No se
encontraron cambios significativos en las los niveles de mRNA en el cerebelo ni
hipocampo para ninguna de las moléculas estudiadas en ninguno de los grupos
experimentales. En contraste, en la corteza cerebral, el HC-mod provocd una
expresion elevada de Trbeta y Dio3. Por su parte, el HC-sev indujo una expresion
elevada de Oatp7c1y Trbeta. La elevada expresion génica de Oatp1c1, Rxray Trbeta
sugieren la existencia de un mecanismo compensador ante la deficiencia de HTs.
Interesantemente, la expresion génica elevada de Dio3 es congruente con la
presencia de un estado de HHT en las crias con HC moderado.
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EFECTOS DE LA HORMONA DEL CRECIMIENTO (GH) SOBRE LA
NEUROINFLAMACION INDUCIDA POR HIPOXIA EN EL CEREBELO EN
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El sistema nervioso central (SNC) es altamente sensible a la privacion de oxigeno
durante el periodo neonatal, condicibn que provoca dafio neuronal severo. La
hormona del crecimiento (GH) ha demostrado efectos neuroprotectores vy
neuroregenerativos frente a la hipoxia. Este estudio evalué los efectos de la GH sobre
la supervivencia celular, la inflamacién y la activacién glial en el cerebelo en
desarrollo, asi como sobre la coordinacion motora y la conducta tipo ansiedad en la
adultez posterior a una hipoxia neonatal. La hipoxia global se indujo en crias de rata
Wistar (dia postnatal 2) mediante exposicion a 8% O, por dos horas. La GH (0.1
mg/kg/dia) se administré por via subcutanea durante cinco dias. La hipoxia neonatal
provoco una respuesta inflamatoria sostenida, con aumento en la expresion de TLR-
4, IL-1B, TNF-q, IL-6, COX-2, iINOS y activacion de NF-kB. Esta activacion prolongada
condujo a gliosis persistente, pérdida de células de Purkinje y disrupcion de mielina
en el cerebelo adulto. La GH tuvo un efecto bifasico: proinflamatorio en fase aguda y
antiinflamatorio en fase subaguda. Redujo marcadores inflamatorios y activd vias
asociadas a supervivencia celular (pStat5, pErk1/2, pAkt, Bcl-2, TNF-R2, IGF-1).
También atenud la hipertrofia microglial (Iba1) y astrocitaria (GFAP), restaurd
proteinas de mielina y B-lll tubulina, promovid la supervivencia de células de Purkinje
y mejord la conducta motora y ansiosa en la adultez. Estos hallazgos respaldan el
potencial terapéutico de la GH frente a la disfuncion cerebelosa post-hipoxia.
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LA PROLACTINA PROTEGE A LA CORTEZA CEREBRAL DEL DANO OXIDATIVO
INDUCIDO POR LA DIABETES
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La diabetes es un grave problema de salud publica en México, afectando a uno de
cada cuatro adultos mayores. Estudios previos revelan que su hiperglucemia
caracteristica contribuye al deterioro cognitivo mediante mecanismos como el estrés
oxidante. Dada la limitada eficacia de los antioxidantes exdgenos, se buscan nuevas
estrategias para potenciar los mecanismos antioxidantes endogenos. La prolactina
emerge como una candidata prometedora, ya que puede ingresar al sistema nervioso
central y actuar como una hormona protectora multifuncional. En este estudio se
investigd el papel de la prolactina como modulador antioxidante endégeno en la
corteza cerebral y su capacidad para contrarrestar el dafo oxidativo cortical inducido
por la diabetes. Se utilizaron ratones C57BL6 (hembras y machos) con receptores de
prolactina funcionales (Prir”*) o ausentes (Prir”), y ratas macho Wistar, a los cuales
se les indujo diabetes mediante inyecciones intraperitoneales de estreptozotocina
(STZ). Los ratones fueron sacrificados doce semanas post-induccion; mientras que a
las ratas, catorce semanas post-induccién, se les implanté una bomba osmdtica
liberadora de prolactina, sacrificandolas dos semanas después. Se disecé la corteza
cerebral de todos los animales para su analisis. Los resultados mostraron que la
ausencia de senalizacidén de la prolactina exacerbd el aumento en la oxidacion de
proteinas y lipidos, asi como la disminucion de la capacidad antioxidante total
inducida por la diabetes en la corteza cerebral de ratones machos y hembras.
Adicionalmente, solo en la corteza cerebral de machos, se exacerbd la reduccion de
la actividad de la superoxido dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa (GPX). En
contraste, la hiperprolactinemia contrarresto el dafio oxidativo en proteinas y lipidos
inducido por la diabetes y estimulé la expresion de NRF2, junto con la respuesta
antioxidante endogena de la SOD y la GPX. En conclusién, estos hallazgos sugieren
que la prolactina podria ser un factor protector crucial contra la neurodegeneracion
inducida por el estrés oxidante en la diabetes.
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LA ACTIVIDAD ELECTRICA DEL NUCLEO ARQUEADO ES ESENCIAL A LAS 14:00 HORAS DE
CADA ETAPA DEL CICLO ESTRAL PARA DESENCADENAR LA RUPTURA DE LOS FOLICULOS
PREOVULATORIOS
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Las funciones ovaricas son reguladas por las gonadotropinas secretadas por la
adenohipdfisis en respuesta a la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH),
la cual es sintetizada en el hipotdlamo. Las hormonas secretadas por el ovario
retroalimentan al hipotadlamo y modulan la secrecion de la GnRH por medio de las
neuronas kisspeptinérgicas del nucleo arqueado (ARC) y del area rostral-
periventricular del tercer ventriculo. En el primero, una alta concentracion de estradiol
suprime la sintesis de kisspeptina, mientras que en el segundo la estimula, por lo que
se ha propuesto que estas estructuras median la retroalimentacion inhibitoria y
estimulante del eje reproductivo, respectivamente. Un estudio previo de nuestro
laboratorio mostré que, en ratas hembra, la inactivacion farmacolégica del ARC con
tetrodotoxina (TTX) a las 14:00 horas de cada etapa del ciclo estral resulta en la
anovulacién de los animales tratados en metaestro, diestro y proestro, pero no en el
estro. Para esclarecer los mecanismos que subyacen a estas respuestas, los ovarios
de estos animales fueron procesados para el andlisis de la morfometria folicular. Los
foliculos se clasificaron con base en su tamano en pequefios-medianos,
preovulatorios-pequefios y preovulatorios-grandes. Asimismo, fueron subclasificados
en sanos o atrésicos. El tratamiento con TTX durante el estro no alterd
significativamente el numero de foliculos en ninguna categoria, pero redujo la atresia.
En los ovarios de los animales tratados en metaestro, diestro y proestro, no se
modificd el niumero de foliculos en crecimiento ni su porcentaje de atresia, pero los
foliculos preovulatorios-grandes permanecieron arrestados y sanos. Concluimos que
el ARC participa en la regulacion de la retroalimentacion, tanto inhibitoria como
estimulante, que ejerce el estradiol sobre el eje reproductivo, y que las senales
generadas en este nucleo durante la tarde de cada etapa del ciclo estral son
necesarias para estimular la secrecion preovulatoria de la GnRH y las
gonadotropinas.
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LAS SENALES NERVIOSAS GENERADAS EN EL AREA ROSTRAL PERIVENTRICULAR DEL TERCER
VENTRICULO, A LAS 14:00 HORAS DE CADA ETAPA DEL CICLO ESTRAL, REGULAN EL DESTINO
DE LOS FOLICULOS OVARICOS
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Las funciones ovaricas son reguladas por un eje neuroendocrino en el que las
neuronas que sintetizan y secretan a la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH) estimulan la secrecion de las gonadotropinas. Estas neuronas reciben
informacion nerviosa de poblaciones neuronales que censan la concentracion de
estradiol, cuya fluctuacion a lo largo del ciclo estral regula el patron de secrecion de
la GnRH/gonadotropinas. Las neuronas kisspeptinérgicas del nucleo arqueado (ARC)
y del area rostral-periventricular del tercer ventriculo (RP3V) son dos de estas
poblaciones. Segun el modelo clasico, el ARC regula la retroalimentacién inhibitoria
del eje y el RP3V la estimulante, lo que resulta en el patron de secrecion tonico y
fasico de la GnRH, respectivamente. En un estudio previo bloqueamos la actividad
eléctrica del RP3V de ratas hembra mediante una inyeccién de tetrodotoxina (TTX) a
las 14:00 horas de cada etapa del ciclo estral, lo que resulté en anovulacién en los
animales tratados en el estro, metaestro o proestro, pero no en diestro. En el presente
estudio, realizamos el analisis morfométrico de los foliculos ovaricos de éstos
animales para evaluar el efecto del tratamiento sobre el desarrollo folicular. Los
foliculos se clasificaron por su tamano en pequefios-medianos, preovulatorios-
pequefios y preovulatorios-grandes, y se subclasificaron en sanos o atrésicos. En los
animales tratados con TTX en proestro, estro y metaestro incrementd el numero de
foliculos preovulatorios-grandes sanos. Adicionalmente, en estro y metaestro
incrementd el porcentaje de foliculos pequefios-medianos atrésicos. En el diestro
disminuy6 el numero de foliculos pequefios-medianos e incrementd la incidencia de
atresia, sin alteraciones en los preovulatorios. Concluimos que, contrario a lo que
establece el modelo clasico, la actividad del RP3V durante la tarde de cada etapa del
ciclo estral es necesaria para regular la secrecion ténica y fasica de la GnRH.
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ALTERACIONES MITOCONDRIALES Y ESTADO REDOX EN LA
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La disfuncion mitocondrial es una caracteristica central en las enfermedades
neurodegenerativas. La encefalopatia hepatica (EH), es un trastorno
neuropsiquiatrico complejo, caracterizado por niveles elevados de amonio. En
modelos de insuficiencia hepatica crénica como la anastomosis porto-cava (PCA), se
ha observado una degeneracion espongiforme en la corteza cerebelosa. Esta
neurodegeneracion se ha asociado con la formacion del edema, alteraciones en la
conducta motora e inflamacion; sin embargo, la etiologia de la neurodegeneracion
espongiforme en modelo PCA ha sido poco explorada. El objetivo de este trabajo fue
analizar el estado redox, el metabolismo y alteraciones ultraestructurales
mitocondriales. Los analisis redox revelaron un estado altamente reducido en
cerebelo y sangre, acompanado de, niveles altos de lactato/piruvato, aunque con
diferencias en los compartimientos citosélicos y mitocondriales, lo que indica un
metabolismo oxidativo comprometido y una compensacion hacia rutas anaerobias.
Paralelamente, estudios morfométricos por microscopia electronica mostraron un
aumento en el numero de mitocondrias, pero con menor tamano, elongacién e
interconectividad. Estas caracteristicas se acompafaron un incremento en proteinas
de fision (FIS1, p-DRP1Ser616) y proteinas de fusion mitocondrial (disminucion de
MFN1, aumento de OPA1). El potencial de membrana mitocondrial (AW) se redujo
significativamente, mientras que los niveles de superdxido y especies reactivas de
oxigeno (ROS) intracelulares se incrementaron, especialmente en la capa molecular
de la corteza cerebelosa. Ademas, se observd una expresion elevada de LDHA en
neuronas de Purkinje, con localizacién nuclear, lo que sugiriere un papel en la
regulacién génica bajo estrés oxidativo y metabdlico. En conclusion, estos hallazgos
evidencian una disfuncién mitocondrial activa, estructural y funcionalmente
manifiesta, asociada con estrés oxidativo y alteraciones metabdlicas en el cerebelo
de ratas PCA. Este modelo representa una herramienta clave para entender la
contribucién mitocondrial en la neurodegeneracion inducida por disfuncion hepatica
cronica.
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La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un tripéptido amidado altamente
conservado, ampliamente reconocido por su funcion central en la regulacion del eje
hipotalamo-hipéfisis-tiroides (HPT). Sus receptores (TRH-R) se encuentran
ampliamente distribuidos tanto en el sistema nervioso central como en diversos tejidos
periféricos, incluyendo higado, musculo y pancreas. En mamiferos, se ha vinculado a
la TRH con la homeostasis de la glucosa, a través de su influencia sobre la sintesis y
secrecion de insulina. Sin embargo, pese a su conservacion evolutiva, las funciones
especificas de la TRH y sus componentes de sefializacion en tejidos periféricos aun
no se encuentran completamente caracterizadas.

El pez cebra (Danio rerio) se presenta como un modelo vertebrado idéneo para el
estudio de la senalizacién de TRH, por su similitud fisiolégica con mamiferos y su
utilidad en estudios genéticos y funcionales. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar
la conservacion de genes del sistema TRHérgico en pez cebra mediante analisis
filogenéticos de pro-TRH, TRH-Rs y TRH-DE (ectoenzima degradadora de TRH).
Ademas, se analizé su expresion durante el desarrollo embrionario y larvario (1-5
dias post-fertilizacion, dpf) y en tejidos adultos de ambos sexos, incluyendo el SNC y
organos periféricos. Finalmente, se evalu6 el efecto de la TRH sobre la glucemia en
un modelo de hiperglucemia.

Los analisis filogenéticos mostraron una alta conservacion estructural de los dominios
funcionales de TRH, sus receptores y TRH-DE. Aunque no se detectaron transcritos
maternos, los genes comenzaron a expresarse desde las 12 hpf, aumentando
progresivamente, destacando un incremento de hasta 100 veces para la isoforma
TRH-R1b. En adultos, el SNC mostré la mayor expresion de los tres elementos,
aunque TRH y TRH-R1a destacaron también en higado y pancreas, con diferencias
dependientes del sexo. La administracion jp de TRH redujo significativamente los
niveles de glucosa en un modelo de hiperglicemia, sugiriendo la relevancia funcional
de este sistema en el metabolismo de la glucosa, reforzando el valor del pez cebra
como modelo experimental en estudios endocrinos.
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Las hormonas gonadales influyen en el sistema nervioso mediante acciones
organizacionales y activacionales. Las acciones organizacionales crean cambios
permanentes durante el neurodesarrollo, mientras que las activacionales son
reversibles en la etapa adulta. Nuestro laboratorio previamente reportd que los
receptores GABAA as presentan un dimorfismo sexual en condiciones de dolor
neuropatico: El PZ-11-029 (modulador alostérico positivo del receptor GABAa o)
reduce el dolor neuropatico en ratas hembra, pero no en machos. Para determinar si
esta diferencia se debe a efectos organizacionales o activacionales, disefiamos
manipulaciones hormonales especificas. Virilizamos hembras con testosterona en el
dia postnatal 3 y orquidectomizamos machos neonatalmente para estudiar efectos
organizacionales. Realizamos gonadectomias en la etapa adulta y restitucion con
estradiol para estudiar las acciones activacionales. Utilizamos el modelo de ligadura
de nervios espinales L5/L6 para inducir dolor neuropatico y medimos la alodinia tactil
en esos animales. Ademas, medimos los niveles séricos de estradiol y testosterona,
permitiendo correlacionar las concentraciones hormonales con las respuestas
conductuales observadas. La ovariectomia elimind completamente la respuesta
analgésica del PZ-11-029 espinal en hembras, mientras que el estradiol la restauro
parcialmente. La orquidectomia en etapa adulta no modificé la insensibilidad
masculina al PZ-11-029, confirmando que el estradiol circulante es necesario para la
funcioén del receptor GABAA o en hembras, pero la testosterona adulta no explica la
insensibilidad masculina. Las hembras virilizadas neonatalmente tuvieron una
respuesta parcial al PZ-11-029. Cuando estas hembras conservaban ovarios, el
estradiol aun producia cierto efecto antialodinico. Sin embargo, las hembras
virilizadas y ovariectomizadas perdieron completamente su sensibilidad,
respondiendo al PZ-1I-029 exactamente como machos. Los machos
orquidectomizados neonatalmente mantuvieron su insensibilidad caracteristica al PZ-
11-029, sugiriendo que la testosterona prenatal organizé permanentemente estos
circuitos. Los analisis hormonales confirmaron que las respuestas conductuales se
correlacionaron con los niveles séricos esperados en cada condicion experimental.
Estos resultados indican que la testosterona prenatal organiza permanentemente los
circuitos neuronales del receptor espinal GABAa a6, determinando el patron masculino
de insensibilidad al PZ-11-029.
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La triyodotironina (T3) es la hormona tiroidea bioactiva esencial para la maduracion
del sistema nervioso central (CNS) y regula, entre otros procesos, la mielinizaciéon de
los axones llevada a cabo por los oligodendrocitos. Alteraciones del estado tiroideo
durante el desarrollo se asocian con una reduccién del contenido de mielina en el
cerebro. Aunque se ha demostrado que la T3 modula etapas tardias de la
diferenciacion de los oligodendrocitos, evidencia reciente sugiere que también
participa en fases tempranas de la oligodendrogénesis, regulando la transicion de
células progenitoras neurales (NPC) a células precursoras de oligodendrocitos
(OPC).

Para explorar esta posibilidad, evaluamos el impacto de un aumento temprano en la
biodisponibilidad de T3 durante la oligodendrogénesis del pez cebra mediante dos
abordajes experimentales: 1) la exposicién de embriones a T3 (0.025 nM) de las 4 a
las 24 horas post-fecundacion (hpf), y 2) la generacion de crispantes del gen dio3b
para silenciar la enzima inactivadora de T3, aumentando asi su disponibilidad
intracelular. El andlisis de marcadores celulares revelé una disminucién de NPC en
ambos grupos a las 24 hpf. A las 48 hpf, las larvas tratadas con T3 presentaron menos
OPC en el cerebro, mientras que los crispantes dio3b mostraron un aumento. A las
72 hpf, las larvas tratadas con T3 exhibieron menor contenido de mielina. Ademas,
en estos organismos se detectd un incremento de precursores neuronales a las 48
hpf, lo que sugiere que el exceso de T3 favorece la diferenciaciéon neuronal a
expensas de la oligodendroglia.

Aunque no completamente equivalentes, ambos enfoques condujeron a la alteracion
de la proliferaciéon y diferenciacion de NPC y células oligodendrogliales. Estos
hallazgos destacan la importancia de una regulacion precisa de las hormonas
tiroideas durante el neurodesarrollo temprano y aportan evidencia sobre su papel en
la toma de decisiones de destino celular en el CNS.
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Las excesiva vasopermeabilidad y angiogénesis de la retina son causa de la pérdida
de la vision en el edema macular diabético (EMD) y la retinopatia diabética (RD). El
tratamiento actual consiste en inyecciones intravitreas periodicas de inhibodores del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), un procedimiento que por su
invasividad se aplica a partir de etapas avanzadas con eficacia limitada (40-60%).
VIAN-c4551 es un heptapéptido ciclico analogo de la vasoinhibina, una proteina que
inhibe la vasopermeabilidad y la angiogénesis estimuladas por el VEGF. En virtud de
que VIAN-c4551 es muy potente, permeable y estable investigamos su uso como
tratamiento no invasivo topico ocular en modelos experimentales de EMD. VIAN-
c4551 inhibié potentemente (ICs, = 137 pM) el aumento en la permeabilidad de
monocapas de células endoteliales inducida por el VEGF y su aplicacion en gotas
oftalmicas previno la elevacion de la vasopermeabilidad de la retina en respuesta a la
inyeccion intravitrea de VEGF en ratas y ratones. La ddsis minima efectiva fue de
0.005% vy el efecto durd 24 horas. Ademas, una sola gota oftalmica diaria de VIAN-
c4551 (0.5%) durante cinco dias, revirtié el aumento en la permeabilidad vascular de
la retina en el modelo de diabetes inducido por estreptozotocina en la rata. La
penetrabilidad de VIAN-c4551 se documento a través de su eficacia para atravesar
monocapas confluentes de la linea epitelial renal MDCK y por el hecho de que su
aplicacion topica en el conejo alcanza el vitreo y la retina en concentraciones muy
superiores a su ICso (Cmax ~239 nM y ~6.7 uM, respectivamente) permaneciendo por
al menos 24 horas. Concluimos que VIAN-c4551 representa una terapia potencial no
invasiva para prevenir y revertir las alteraciones vasculares de la retina en el EMD, la
RD y otras retinopatias vasoproliferativas.
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La vasoinhibina es una proteina enddégena que inhibe la angiogénesis a través de
bloquear la activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) por
sustancias vasoactivas como el factor de crecimiento endotelial vascular, la
bradicinina y la acetilcolina (ACh). El heptapéptido VIAN-c4551 es un potente analogo
de la vasoinhibina con potencial terapéutico en enfermedades dependientes de la
angiogénesis como son el cancer y la retinopatia diabética. Debido a que los
inhibidores de la eNOS suelen presentar efectos secundarios cardiovasculares, se
propuso evaluar la seguridad cardiovascular de VIAN-c4551. Encontramos que el
VIAN-c4551 inhibié la activacion de la eNOS en cultivos de células endoteliales y
disminuy6 la vasorelajacion dependiente de endotelio producida por la ACh en
segmentos aislados de aorta. Sin embargo, no se observaron efectos
cardiovasculares significativos en estudios in vivo. Especificamente, la administracion
intravenosa diaria de 1 mg/kg de VIAN-c4551 durante cinco dias consecutivos, no
modificé la presion arterial, la frecuencia cardiaca, la actividad eléctrica cardiaca, o la
regulacién autondémica del corazén. Tampoco alterd la expresion ventricular de
factores inflamatorios y proapoptéticos en el corazén. Estos resultados sugieren que
las acciones inhibidoras del VIAN-c4551 sobre la activacion de la eNOS (observadas
in vitro) estan sujetas a mecanismos compensatorios in vivo que le confieren
seguridad cardiovascular. Estos resultados refuerzan el potencial terapéutico del
VIAN-c4551 como una opcidn segura para combatir enfermedades donde la
angiogénesis desempefia un papel importante.
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LA PROLACTINA ES UN NEUROMODULADOR DE LAS CRISIS DE AUSENCIA EN LA RATA TAIEP:
EL MODELO ANIMAL DE LA LEUCODISTROFIA H-ABC
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La rata taiep tiene una mutacion puntual en el gen de la tubulina beta 4A e imagenes
por resonancia magnética similares a la leucodistrofia humana denominada
hipomielinizacién con atrofia de los ganglios basales y el cerebelo (H-ABC). En
registros de electroencefalograma (EEG) presentan descargas espiga-onda (DEO),
similares a las crisis de ausencia en humanos, con una frecuencia principal de 6.25
Hz. Las DEO tienen un dimorfismo sexual, afectan de manera mas temprana a los
machos que a las hembras. Por tanto, es factible que las hormonas sexuales como
estradiol, progesterona o prolactina pueden tener la capacidad de modular la
expresion de las DEO. El objetivo de este estudio fue el de determinar el efecto de la
administracion central de prolactina sobre las DEO en la rata taiep hembra adulta
estrogenizada. Doce ratas taiep hembra fueron ovariectomizadas y sometidas a
terapia de reemplazo hormonal con 10 ng/Kg de 17-B estradiol diariamente.
Posteriormente se les colocaron tres electrodos en la corteza cerebral para el registro
de EEG y una canula de acero inoxidable en el ventriculo lateral izquierdo.
Realizamos un registro de EEG control de 12 horas de duracion, seguido de cuatro
registros de EEG bajo la administracion intracerebroventricular de 0.5, 1, 2y 4 ug de
prolactina de rata en un volumen de 2 L, respectivamente. Nuestros resultados
muestran que las dosis de 2 y 4 ug de prolactina incrementan la frecuencia total de
las DEO, respecto del grupo control (ANOVA-MR, Fu20=4.22; P<0.001). La duracion
media incremento con todas las dosis de prolactina respecto al grupo control (ANOVA-
MR, Fa25 =7.18; P< 0.001). En conclusion, la prolactina es un neuromodulador del
circuito tdlamo-cortical responsable de las descargas espiga-onda en la rata taiep.
Esto demuestra que este neuropéptido puede afectar las crisis de ausencia en
enfermedades genéticas del neurodesarrollo como son las leucodistrofias.
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La mielinizaciéon en el sistema nervioso central es el proceso por el cual los
oligodendrocitos envuelven a los axones extendiendo su membrana celular formando
las denominadas vainas de mielina. Estas vainas optimizan la velocidad de
conduccion de los impulsos nerviosos y brindan soporte tréfico a las neuronas.
Diversos factores influyen en la mielinizacion, por ejemplo, en ratones hembra
gestantes y no gestantes, la hormona prolactina (PRL) favorece este proceso en
regiones como cuerpo calloso (CC) o médula espinal, ademas de incrementar el
tamafio de neuroesferas de precursores de oligodendrocitos (OPCs) in vitro. Sin
embargo, el mecanismo mediante el cual la PRL ejerce estos efectos en esta y otras
etapas fisioldgicas de mielinizacion activa, como el desarrollo postnatal, permanecen
inexplorados. Por ello, en este trabajo evaluamos el efecto de la PRL y su posible
mecanismo sobre la proliferacion de OPCs durante el desarrollo postnatal. Utilizando
crias de ratén de 6 a 8 dias postnatales, realizamos cultivos primarios de OPCs a
partir del CC. Mediante inmunofluorescencias para NG2 (marcador especifico de
OPCs) validamos la identidad de las células, ademas de confirmar la expresion del
receptor de PRL en ellas. Los cultivos celulares se mantuvieron en un medio de
proliferacion y se trataron con 10 nM de PRL o vehiculo durante tres dias. Utilizando
a DAPI como marcador nuclear, cuantificamos el nimero de células presentes en
cada tratamiento. Observamos mayor cantidad de células en los cultivos adicionados
con PRL, en comparacion con el control. Adicionalmente, en experimentos
preliminares, utilizando a caspasa 3 activa como marcador de apoptosis, observamos
un menor numero de células apoptéticas en los cultivos tratados con PRL. En
conjunto, estos datos indican que la PRL actua en los OPCs del CC de ratones
durante la etapa postnatal, incrementando su numero, posiblemente mediante un
mecanismo que involucra la supervivencia celular.
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La leche materna (LM) aporta al lactante componentes nutricionales y bioactivos que
favorecen la maduracioén y funcion adecuada de los tejidos. Se ha identificado una
alta concentracion de prolactina (PRL) en la LM y la presencia de su receptor (PRLR)
en enterocitos neonatales (EN). Sin embargo, aun se desconoce la funcién de la PRL-
PRLR en la maduracion del epitelio intestinal. Por ello, el objetivo de este estudio fue
evaluar la participacién de la PRL-PRLR en este proceso, utilizando dos modelos
celulares de EN aislados de intestino delgado de ratones lactantes, ademas, de un
modelo in vivo de ratones carentes del receptor de prolactina (Prir’”) de 7, 14 y 21
dias postnatales. En el cultivo de EN en monocapa, la PRL activo las vias de
sefializacién de AKT y ERK 1/2, asociadas a la supervivencia y proliferacion celular,
mientras que en cultivos tridimensionales, la PRL incremento el numero de esferoides.
En el modelo in vivo, los ratones Prir’” de 14 dias presentaron una morfometria
intestinal alterada, con vellosidades mas largas y criptas mas profundas y numerosas,
lo que sugiere un fenotipo de maduracion intestinal precoz. En apoyo a esto, la
expresion génica de marcadores tipicos de EN (Lct, Ass1, Fcrn) y de enterocitos de
tipo adulto (Si, Arg2) mostraron concordancia con la morfometria, ya que los ratones
Prir’”~ de 14 dias mostraron un perfil de expresion asociado a enterocitos de tipo adulto.
Para determinar una posible regulacion directa por PRL-PRLR, los cultivos de
enterocitos fueron tratados con PRL, observando un aumento en los niveles del
receptor FcRn, implicado en el transporte de las I1gG. Estos resultados sugieren que
la PRL-PRLR mantiene la maquinaria funcional de los EN, esencial para la adecuada
digestion y absorcion de componentes clave de la LM, como la lactosa y las
inmunoglobulinas IgG.
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